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1. Bevezetés

1.1. A prefrontalis kéreg

A prefrontalis kéreg (PFC) egésze citoarchitektoniai szerkezetét tekintve hat
rétegli isocortex, az orbitomedialis része (MPFC) agranularis kéreg, jol fejlett
V-VL réteggel. Neurokémiai szempontbol a kozponti idegrendszer (KIR)
legtobb neurotranszmittere, példaul a glutamat, megtalalhaté itt, illetve
szabalyozo szereppel sokféle neuropeptidet, példaul az angiotenzineket, is
leirtak. Funkcionalisan a nagyagy harom asszociacids kéregrészének egyike,
végrehajto, tag értelemben vett motoros kéreg. Fiziologidsan szerepe van az
Osszetett és/vagy 1j, célra iranyuld mozgéasok tervezésében, szervezésében,
végrehajtasdhoz  sziikséges, bels6 reprezenticiora irdnyuld fenntartott
figyelemben és a dontéshozasban. Mivel az Sregedési folyamatok, atrophia
elészor ezen az agyteriileten jelentkeznek és patologids folyamatokra,
neurodegeneraciora a vulnerabilitdas itt a legnagyobb, nagy Kklinikai
jelentéséggel is bir. Neuropszichitatriai implikacidi elsésorban a demenciak,
illetve a szkizofrénia. Egyik betegség esetén sincs, el6fordulasuk gyakorisaga,
illetve lefolyasuk sulyossaga ellenére, a gyogyszeres terapia teljes mértékben

maig sem megoldva.

1.2. A glutamaterg rendszer: glutamat és NMDA
A glutamaterg rendszer a KIR {6 serkent6 halozata.
A glutamat egy klasszikus excitatoros neurotranszmitter. 3 féle ionotrop

receptora, az AMPA, kainat és NMDA receptor, illetve 8 féle metabotrop

receptora, az mGIluR1-8, ismeretes.



Az NMDA receptorok négy alegységbdl épiilnek fel, k6zépen ioncsatornat
fogva kozre. Funkcid terén mind az aktivacioja, mind a hatasmechanizmusa
eltér egy atlagos ligandfiiggd ioncsatornaétol. A ligandfiiggd receptorokat
altalaban egy agonista aktivalja, mely jelen esetben is megvan, nevezetesen a
GIluN2 alegységen talalhatd ortosztérikus kotdhelyhez kapcsolodd glutamat,
illetve tovabbi szubsztratok az aszpartat, homocisztein és NMDA is. Ezenfeliil
olykor el6fordulhat koagonista sziikségessége. Itt a glicin és D szerin a
koaktivatorok, amiknek a GIuN1 és GluN3 alegységen van kotohelyiik. Az
NMDAR-nak a megszokottnal tobb allosztérikus kotéhelye van. Legfébb
egyedilallosaga viszont fesziiltségfliggd mivolta. Nyugalmihoz kdozeli
melyet a depolarizacid megsziintet, lehetové téve és fokozva az ionaramlast.
Ilyen modon az NMDA receptor képes detektalni és integralni a preszinaptikus
és posztszinaptikus aktivitisokat. Az NMDA receptorok viszont nem csak
Na*-ra, hanem Ca?*-ra is permeabilisek, igy a mindkét ion altal kifejtett, gyors
és rovid ideig tartd depolarizal6 hatason tal, a Ca?*, mint méasodlagos hirvivé, a
Ca?/kalmodulin kinazt (CaMK) aktivalva lassabban létrejovo, viszont a kinaz
autofoszforilacioja révén a Ca?* szint normalizaloddsa utan is fennmaradd
hatasok kialakitasara is képes. A kinazok és foszforilazok kiilonb6zo
makromolekulakat modositanak, foszforilalnak vagy defoszforilalnak, a
konduktanciajukat vagy denzitasukat befolyasolva. Az igy kialakulé hosszu
tava potenciacio és depresszié (LTP, LTD) all a hatterében a szinaptikus
plaszticitasnak, a tanuldsnak ¢és a memoridnak, maganak a kognicionak.
A glutamaterg rendszer tilmitkodése, az NMDAR tulaktivacidja excitotoxikus
hatast, stimulalja a Ca?'-fiiggd sejthalaliitvonalakat, sejtszinten apoptozist,

szervszinten pedig neurodegeneraciot valt ki.



1.3. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer: Ang IV és AT4R/IRAP

A szisztémas renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) klasszikus
tengelye (angiotenzinogén/renin/Ang I/ACE/Ang II/ATIR) régdta ismert. Az
elmult évtizedekben uj, lokalis (koztiik agyi) renin-angiotenzin rendszerek
(RAS), illetve uj RAS tengelyek (koztiik az Ang III/APN/Ang IV/IRAP/AT4R)

valtak ismertté.

Az oktapeptid Ang Il-r6] az AP-A hasitja le az N terminalis aszpartatot, majd a
képzodott heptapeptid Ang I11-rol az AP-N vagja le az N terminalis arginint,
végiil egy hexapeptidet, az Ang IV-t eredményezve.

Habar mar a kilencvenes évek elején azonositottak egy unikalis angiotenzin
kotéhelyet, az angiotenzin IV receptort (AT4R), amelyhez az Ang IV
telithetden, reverzibilisen, specifikusan ¢€s nagy affinitassal kotodik,
mitk6désérél, s6t mibenlétérdl, mindmaig sincs konszenzus. A legelfogadottabb
nézet szerint az AT4R-t egy transzmembran enzimmel, az IRAP-pal
azonositottak, az Ang IV-t pedig a katalitikus domén potens, kompetitiv
inhibitoraként. Az Ang IV tehat extracellularisan, a kiilonb6z0 neuroaktiv
ki hatasat. Az AT4R-on egy allosztérikus kotohelyet is felfedeztek, ahol az Ang
IV hagyoményos agonistaként viselkedik. Az Ang IV hatésa igy kiilonb6zd
intracellularis jelatviteli tvonalak beinditasaval johet létre. Legtjabban az Ang
IV és a HGF kozott szamos hasonlosagot mutattak ki, illetve az AT4R-t a HGF
receptoraval, a c-Met-tel is azonositottdk. Habar az Ang IV fiziologias
koncentracioban nagyon kis affinitassal kotédik az AT1R-hoz, magas

koncentracioban képes azt is aktivalni.



A radioaktivan megjelolt Ang IV agyi kotédését szamos fajban vizsgaltak.
Patkany, egér, tengeri malac, futbegér, makako, rézuszmajom és ember agyi
képleteiben, koztik a nagyagykérgében mutattdk ki. Magas foku fajkozi
konzervaltsagot figyeltek meg. Ezzel szemben az ATAR/IRAP fehérje szintii
expresszidja alig kutatott. Patkany és ember agydban, neocortexében mutattdk
ki. A kiilonbdz6 modszerek eredményei atfedtek egymassal. Az ATAR/IRAP

mRNS szintii kifejezodését viszont még egyaltalan nem publikaltak.

Az Ang IV ¢és analogjai egészséges allatokban elvégzett kiilonbozo
viselkedéstesztekben jotékony hatassal voltak a megjegyz0, megtartd és
felidéz6 memoriara. Valamint a memoria deficit allatmodellekben javitottak

vagy visszaforditottak az emlékezetzavarokat.

Az Ang IV interakcidjat szamos neurotranszmitterrel és neuromodulatorral
kapcsolatban tanulmanyoztak mar. Ellenben az Ang IV, illetve a glutamat és az
NMDAR interakcidja alig kutatott, az is csak a hippokampusz teriiletén,
patkanyban.

Az Ang IV-gyel kapcsolatos elektrofiziolégiai vizsgalatok a hippokampuszra,
a CA1 régiora fokuszaltak. Azonban az Ang IV-t érintd patch clamp kisérleteket

a prefrontalis kéregben még nem publikaltak.



2. Célkitiizés
Célunk a glutamaterg rendszer, az NMDA receptorok angiotenzinerg

srer

neuronokon.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalataink soran az Ang II magasabb
ki, melyet sem ATIR, sem AT2R antagonista adasa nem fiiggesztett fel.
Feltételeztiik, hogy a gatlas egy Ang II-bdl képz6dé masik RAS ligandon, az
Ang IV-n és sajat receptoran, az AT4R/IRAP-on keresztiil jott 1étre.

PhD munkam, sajat kutatasaim konkrét célja az Ang IV negativ modulalo
hatasanak megerésitése, szignaltranszdukcidjanak és konnektivitasanak
tisztazésa, illetve az AT4R/IRAP sejt specifikus lokalizacidjanak
feltérképezése. Szélesebb kontextusban a prefrontalis cortex fiziologias
miuikddésének, illetve a régiot érintd neuroldgiai és pszichiatriai betegségek
patomechanizmusanak celluldris szintli megértése, terapids céltargetek

keresése.



3. Metodika

3.1. Elektrofiziologia

Az elektrofizioldgiai vizsgalatokhoz 9-12 napos Wistar patkanyok agyabol
200 pum vastagsagu frontalis szeleteket készitettiink. Az mPFC piramissejtjeit
vizualisan azonositottuk. Whole-cell voltage-clamp konfiguraciot hoztunk
létre, a membranpotencialt -70 mV-on tartottuk. A rendszert 10 percig
nyugalomban hagytuk. Utana 10 percenként, harom alkalommal, masfél percig
30 uM NMDA tartalmi ACSF-t aramoltattunk. Az Ang II-t T3 el6tt 5 perccel
¢s Tz alatt adtuk. A kisérlet folyaman a feltételezett neuromodulatorokat T3 el6tt
5 perccel és Tz alatt adtuk, amikor a neuromodulator antagonistajaval is
dolgoztunk, az a teljes mérés alatt jelen volt az ACSF-ben. Kontroll kisérleteink
azt mutattak, hogy az aramok T3/T- viszonylatban stabilak, ezért tovabbiakban
eredményeinket ebben az Osszefiiggésben vizsgaltuk és Ts/T, hanyadosként
abrazoltunk. Meghataroztunk egy kizarasi kritériumot a kontrollcsoportok
atlagabol, az atlagok standard hibajabol (SEM) és a 99,9%-0s konfidencia
intervallumbol. A hatarérték 10-15% koriil mozgott. Ennek megfeleléen a
kiilonb6z6 csoportok esetében hatasnak a T3 T, arany £10-15%-o0s eltérését
tekintettilk a vonatkozo kontrollcsoporthoz képest. Statisztikai analizist
Kruskal-Wallis egyutas ANOVA és post-hoc Bonferroni teszttel végeztiink. A
p-érték <0,05-6t tekintettiik szignifikansnak.

ACSF T, ACSF10min T, ACSF10min T; ACSFkimosas
f— f— *
T 10 perc  NMDA NMDA NMDA
varakozas 1,5min 1,5 min 1,5 min
whole Ang ligand T, el6tt
cell 5 percig, és T, alatt

antagonista hatas vizsgalata esetén az antagonista egészido alatt az ACSF-ben

1. abra. Az elektrofiziologiai vizsgalatoknal alkalmazott mérési protokoll.
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3.2. Immunhisztokémia

A immunhisztokémiai vizsgalatokhoz 10 napos és 6 honapos Wistar patkanyok
agyat in vivo fixaltuk, 10%-0s formalint, majd PBS-t perfundaltatva
kozvetleniil a még veré sziven, az érrendszeren keresztiil. A szerveket
paraffinba agyaztuk és 4 pm-es szeleteket metszettiink bel6lik. A
deparaffinizalast, rehidratilast kovetben citromsavval —hdindukalt epitdp-
visszanyerést hajtottunk végre, mig az endogén peroxidaz aktivitast 3%-0s
H>O0,-vel gatoltuk, végiil szérumblokkoloban inkubaltuk. A metszeteket az
1. tablazatban szereplé els6dleges antitesttel vagy izotipus-kontrollal, majd
masodlagos ellenanyag kombinaciokkal festettik, végil DAPI-val
ellenfestettiik. A mintakat Leica SP8 konfokalis mikroszkoppal felvételeztiik.

1. tablazat. Az immunhisztokémiai vizsgalatoknal hasznalt elsddleges ellenanyag, kontroll

és masodlagos ellenanyag kombinaciok.

Kor  Sejt-tipus Elséleges ellenanyag Masodlagos ellenanyag kombinacik

marker

tIHC Jetection Reagensek, nydl + T.
) (Akoya Biosc

10 nap o] IRAP (D2C5)XP® nyul mEa
(Cell w\unahnu Tech logy)

SignalStain Boost IHC Detection Reagensek, nydl + T
(Vector Laboratories) (Akoya Biosc

6 honap 0]

Stain Boost IHC Detection Reagensek, nydl + TSA
Vector Laboratories) {Akoya Biosc

t IHC Detection Reagensek, nydl +
oratories) (Akoya Bioscie )
a\Stam Boost HC Detection Reagensek, egér + TSA- VB
(Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
-ﬂuna\stam Boost IHC Detection Reagensek, nyl + T.
tor Laboratories)

10 nap GABAerg
interneron

g
GADD? f1G1G 2) e
(Sigma- A\dr\ch]

10 nap Astrocyta

le] C )
GFAP 163893) egermEa
(Sigma-Aldrich)

S\gna\S\am Boost IHC Detection Reagensek, ¥
(Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)

10 nap Microglia R&D nyul me a w\una\wtam Boost IHC Detection <eaqensek nyul + T
Cell ana\mu Technology) n) Vector Laboratories) a Bio )
Iba1 (GT10312) egér mEa EgérlgG1 (MA1-10407) S\gna\S\am Boost HC Detection Reagemsek egér +TSA wa

(Invitrogen) anltmgen) (Vector Laboratories) (Akoya Biosciences)
6honap | GABAerg AP (D2C5)XP® nyul mE; a Stain Boost IHC Detection weanensek nydl + TSA-F
interneron v n) Vector Laboratories) Al
EgerlgGZa (02-6200) Anti-egér IgG Fab2 Alexa Fluur

-Aldrich) (Invitrogen) (Cell Signaling Technology)

Nyal | t IHC Detection Reagenst

B8 honap | Astrocyta

(Cell Signaling Tech ) ries)
GFAP (G3893) egér mEa Egér Ig nti-egér IgG Fab2 Alexa Fluor ® 6
(Sigma- A\dr\ch) anltmgen) (Cell Signaling Technology)

ost IHC Detection Reagenst
(Cel w\unahnu ec n) ies)
Ibat (GT10312) egél Egér g \l 10407) egér lgG Fab2 Alexa Flu

(Invitrogen) anltmgen) (Cell Signaling Technn\ngv)

6 honap Microglia
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3.3. Molekularis biolégia

A molekularis biologiai vizsgalathoz 10 napos, 3 honapos €és 6 honapos patkany
mMPFC-ket QIAzolban lizaltunk és homogenizaltunk. A szovettdrmelékbol
kloroformmal egy tiszta, vizes fazist valasztottunk kiilén, majd isopropanollal
RNS-pelletet precipitaltunk. Az RNS hozamot spektrofotométerrel hataroztuk
meg. Az esetlegesen jelenlévé DNS szennyezOdéseket DNaz enzimatikus
emésztéssel tavolitottuk el. A mintak RNS tartalmat reverz transzkripcidval
CDNS-re forditottuk, majd nem kvantitativ PCR-rel amplifikaltuk. A primereket
az NCBI Primer-BLAST eszkozzel terveztiik. Végiil a terméket agardz gél
elektroforézissel futtattuk és a DNS savokat UV atvilagito asztalon detektaltuk.

2. tablazat. Az PCR vizsgalatnal hasznalt forward és reverz primerek.

Géne név | Gén ID Forward primer Reverse primer
Lnpep 171105 5’-TGA GCA CAT 5’-GGA ATG GCC ACC
ACCTGG TTGCT-3 AGA TCC AAT-3’



4. Eredmények

4.1.1. Az Ang II gatlé hatast fejt ki az NMDA aramokra a PFC V. réteg
piramissejtjein

Az Ang Il fizioldgiasat meghalado koncentracioban gatolja az NMDA aramokat
9-12 napos patkany PFC V. rétegében, a piramissejtek egy csoportjaban.
3 uM-s koncentracional atlagosan 65,04+3,77 %-s Ta/T; aranyt észleltiink 9/32

db sejt esetén. Ang I
NMDA NMDA

vd o5

1 min
0 -
10 4 33
3
@ -20 4
vy
~(0
‘Tf_é 30
© -30 -
g
& *
3
-50 4
=
=
-60 4
3uM
70 4
kontroll Ang 1l

2. abra. Az Ang II (3 pM) gitlé hatisa az NMDA aramokra a PFC V. réteg
piramissejtjeiben, 9-12 napos patkanyban. Fent: membran kationaramok reprezentativ
aramerdsség-id6 grafikonja. Lent: A Ts-nal mért valaszokat a T2-nél mérthez normalizaltuk.
n kisérlet atlaga=SEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az 6sszes vizsgalt sejt, a piros oszlopokon

(Ang II) a reagald sejtek szama lathat6. p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,01.
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4.2.1. Az Ang 1V gatlo hatast fejt ki az NMDA aramokra a PFC V. réteg
piramissejtjein

Az Ang IV gatolja az NMDA aramokat 9-12 napos patkany PFC V. rétegében,
a piramissejtek egy csoportjaban. 1 nM-s koncentracional atlagosan
74,78+3,41  %-s TiafT, aranyt észleltink 6/14 db, 10 nM-nal
68,40+5,04 %-t 5/14 db, 100 nM-nal 63,29+4,14 %-t 10/24 db, 1 pM-nal
49,31+£12,57 %-t 5/17 db sejt esetén.  angwv (100nm)

NMDA NMDA

1 min
0
10 A 33
3
o 20 -
wv
s
&30 A
LY
E
© -40 A
(0
<
O 5o
=
=
-60 4
*
70 J 1nM 10nM 100 nM 1uM
kontroll Ang IV

3. abra. Az Ang IV Kkiilonb6z6 koncentraciéinak (1 nM - 1 pM) gatlé hatasa az NMDA
aramokra a PFC V. réteg piramissejtjeiben, 9-12 napos patkanyban. Fent: membran
kationdramok reprezentativ aramer6sség-ido grafikonja. Lent: A T3-nal mért valaszokat a T2-nél
meérthez normalizaltuk. n kisérlet 4tlaga+SEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az dsszes vizsgalt
sejt, a piros oszlopokon (Ang IV) a reagald sejtek szama lathatd. p a szignifikanciat jel6li,

*p <0,01.
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4.2.2. Az AT4R/IRAP mRNS szinten expresszalédik a PFC-ben

Molekularis biologiai vizsgalatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP-t kodolo
nukleinsav jelenlétét 10 napos, 3 honapos és 6 honapos patkanyok PFC jében.
Az elébbi korcsoportban jelzett, utobbiakban kifejezett expresszido volt

megfigyelhetd.

g

200 1 \ ﬂ

PCR termék mérete (bp)

8

DNS létra 10nap 3hénap 6 hdnap
Patkany kora

4. abra. Az AT4R/IRAP mRNS szintii expresszioja 10 napos, 3 hénapos és 6 hénapos
patkany PFC-ben. A molekularis biologiai vizsgalatnal a nem kvantitativ PCR terméket agardz

gélelektroforézissel detektaltuk.

4.2.3. Az AT4R/IRAP fehérje szinten expresszalédik a PFC-ben

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az IRAP/AT4R jelenlétét
10 napos és 6 honapos patkanyok PFC-jében. Markans expresszio volt
megfigyelhet6 a II-I11. és az V-VLI. sejtrétegekben, illetve az V. réteg piramis

sre
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nyul anti-IRAP/AT4R ea.
+

+
§ B,

izotipus kontroll (nyul IgG)
+

nyul anti-IRAP/AT4R ea.
+

izotipus kontroll (nyul I1gG)
+

50 pm
i 3 :




5. dbra. Az AT4R/IRAP fehérje szintii expresszioja (a) 10 napos és (b) 6 hénapos patkany
PFC-ben. Az immunhisztokémiai vizsgalatnal az IRAP/AT4R megjelenitésére anti-IRAP/AT4R
nyul poliklonalis antitestet, kontrollnak nyul IgG-t, ellenfestésként DAPI-t hasznaltunk. (bal) A
PFC egésze. A szamok a PFC rétegeit mutatjak. Mérték: 100 pm. Markéans expresszio a lI-111. és
az V-VLI. sejtrétegekben. (jobb felsd) A PFC 6todik rétege. Mérték: 50 pm. Markans expresszio

kontroll.

4.2.4. Egy masik IRAP inhibitor, az LVVYP H7 utianozza az Ang IV
NMDA aramokra kifejtett gatlé hatasat

Egy masik IRAP inhibitor, az LVVYP H7 széles koncentracidtartomanyban, az
ANg IV-hez hasonldan, szintén gatolja az NMDA aramokat 9-12 napos patkany
PFC V. rétegében, a piramissejtek egy csoportjdban. 10 nM-s koncentracional
atlagosan 67,5346,33 %-S Ta/T. aranyt észleltink 6/14-db, 100 nM-nal
73,46+6,85 %-t 5/14 db, 1 uM-nal 67,43+£0,22 %-t 2/6 db sejt esetén. 1 nM-S

koncentracional a Ta/T, arany nem valtozott.

% 0/7
19
3 -10 4
3]
wv
s
£ -2 1
0o
€
o
@ -30 1
<
g *
Z _ap 4 *
] 1nM 10nM 100nM 1umM
kontroll LVVYPH7
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6. abra. Az LVVYP H7 kiilonb6z6 koncentraciéinak (1 nM - 1 pM) gatlé hatasa az NMDA
aramokra a PFC V. réteg piramissejtjeiben, 9-12 napos patkanyban. A Ts-ndl mért
valaszokat a T2-nél mérthez normalizaltuk. n kisérlet atlaga+SEM. A fehér oszlopokon (kontroll)
az Osszes vizsgalt sejt, a piros oszlopokon (LVVYP-H7) a reagald sejtek szama lathato.

p a szignifikanciat jeldli, * p < 0,01.

4.2.5. Az AT1R fehérje szinten expresszalodik a PFC-ben

Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk az ATIR jelenlétét 10 napos
patkanyok PFC-jében. Nagymértékii expresszid volt megfigyelhetd a II-111. €s

az V-VL. sejtrétegekben, illetve az V. réteg piramis morfologiaju sejtjeiben.

nyul anti-AT1R ea.

»
e

3 200 fimg

¢
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7. abra. Az ATIR fehérje szintli expressziéja 10 napos patkiny PFC-ben. Az
immunhisztokémiai vizsgalatnal az AT1R megjelenitésére anti-AT 1R nyul poliklonalis antitestet,
kontrollnak AT1R blokkol6 peptidet, ellenfestésként DAPI-t hasznaltunk. (bal) A PFC egésze. A
szamok a PFC rétegeit mutatjak. Mérték: 200 pm. Markans expresszio a II-III. és az V-VI.
sejtrétegekben. (jobb fels6) A PFC 6todik rétege. Mérték: 50 um. Markans expresszid piramis

4.2.6. Az ATIR antagonista eproszartin nem fiiggeszti fel az Ang IV
NMDA aramokra Kkifejtett gatlo hatasat

Az ATI1R antagonista eproszartan 1 uM-s koncentracioban nem filiggesztette fel
az Ang IV NMDA aramokra kifejtett gatlo hatasat 9-12 napos patkany PFC V.
rétegében, a piramissejtek egy csoportjaban. Ang IV 100 nM-s
koncentraciojanal atlagosan 74,23+2,74 %-s T3/ T, aranyt észleltiink 6/14 db sejt

esetén.
10 - ;
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8. abra. Eproszartan hatisa az Ang IV NMDA dramokra kifejtett gatlo hatasara a PFC V.
réteg piramissejtjeiben. A Tz-nal mért valaszokat a T2-nél mérthez normalizaltuk. n kisérlet
atlagatSEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az §sszes vizsgalt sejt, a piros oszlopokon (Ang IV)

a reagalod sejtek szama lathatd. p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,01.
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4.2.7. Az AT4R/IRAP expresszalodik a piramissejtekben és a GABAerg
interneuronokban, nem detektilhaté a microgliakban és az astrocytakban

a PFC V. rétegében

Immunhisztokémiai vizsgéalatokkal kimutattuk az AT4R/IRAP jelenlétét 10
napos ¢és 6 honapos patkanyok PFC-jének V. rétegében, kiillonbozo

srer

neuronokban, illetve GAD67 pozitiv GABAerg interneuronokban, ellenben

nem detektaltuk IBA1 jelolt microglidkban és GFAP jelolt astrocytakban.

nyul anti-IRAP/AT4R ea.

+ DAPI kompozit
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_ 50im_ .

nyul anti-IRAP/AT4R ea. kompozit

(ke

- 50pm

nyul anti-IRAP/AT4R ea.
=]

16



nyul anti-IRAP/AT4R ea.
31

k it
s ompozi

"4

A
}
e

50 pm.

kompozit

nyul anti-IRAP/AT4R ea.

kompozit

12. abra. Az AT4R/IRAP fehérje szintii expresszioja (a) 10 napos és (b) 6 hénapos patkany
PFC V. rétegkiilonbo6zo sejttipusokban. Az immunhisztokémiai vizsgalatnal az AT4R/IRAP
megjelenitésére anti-IRAP/AT4R nyul poliklonalis antitestet, GABAerg interneuron, microglia
és astrocyta markernek anti-GADG67, anti-IBA1 és anti-GFAP egér poliklonalis antitestet,
kontrollnak nytl 1gG-t, egér IgG1-t, IgG2a-t, ellenfestésként DAPI-t hasznaltunk. A z6ld nyilak
interneuronokra, a piros nyilak IRAP negativ és IBA1 vagy GFAP pozitiv microglidkra vagy
astrocytakra mutatnak. Mérték: 50 um.

17



4.3.8. Az akcios potencial gatlé tetrodotoxin vagy az exocitézis gatlé Ca?

mentes ACSF nem fiiggeszti fel az Ang IV NMDA aramokra kifejtett gatlo
hatasat a PFC V. réteg piramissejtjein

Az akcios potencial gatlo tetrodotoxin (TTX) 0,5 uM-s koncentracidban vagy
az exocitozis gatldo Ca**-mentes ACSF altal indukaélt szinaptikus izoldcid nem
fiiggesztette fel az Ang IV NMDA aramokra kifejtett gatlo hatasat 9-12 napos
patkdny PFC V. rétegében, a piramissejtek egy csoportjaban. Ang IV
100 nM-s koncentracidjanal TTX tartalmi ACSF nél atlagosan 71,61+4,74 %-s
Ta/T, aranyt észleltink 8/15 db, Ca?*-mentes ACSF nél 62,25+7,65 %-t
9/16 db sejt esetén.
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13. 4bra. TTX tartalmu és Ca?*-mentes ACSF hatdsa az Ang IV NMDA aramokra kifejtett
gatlo hatasara a PFC V. réteg piramissejtjeiben. A T3-nal mért valaszokat a T2-nél mérthez
normalizaltuk. n kisérlet atlaga:SEM. A fehér oszlopokon (kontroll) az Gsszes vizsgalt sejt, a

piros oszlopokon (Ang IV) a reagal¢ sejtek szama lathato. p a szignifikanciat jeloli, * p < 0,01
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5. Kovetkeztetések

5.1. Az angiotenzin II hatasainak vizsgalata

Megerdsitettiik, hogy az Ang Il magasabb koncentracioban (3 uM) negativ
modulalo hatast fejt ki az NMDA aramokra 9-12 napos patkany mPFC V. réteg

srer

5.2. Az angiotenzin 1V hatasainak vizsgalata

Igazoltuk, hogy az Ang IV széles koncentraciotartomanyban (1 nM - 1 uM)
negativ modulalé hatast fejt ki az NMDA 4ramokra 9-12 napos patkany mPFC
Igazoltuk, hogy az IRAP/AT4R mRNS és fehérje szinten kifejezddik 10 napos,
3 honapos és 6 honapos patkany mPFC-ben, markdnsan expresszalodik a PFC
II-III. és V-VI. rétegeiben. llletve, hogy az Ang IV gatlo hatasat az IRAP
inhibitor LVVYP-H7 utanozta. Tehat az inhibiciot az AT4R/IRAP medialhatja.
Igazoltuk, hogy ATIR fehérjéje szinten kifejezddik 10 napos és 6 honapos
patkany mPFC-ben, markansan expresszalodik a PFC II-III. és V-VI.
rétegeiben. Illetve, hogy a gatlast az ATIR antagonista eproszartan nem
befolyasolta. Tehat az inhibiciot nem az AT1R medialja.

Igazoltuk, hogy az IRAP/AT4R fehérjéje szinten expresszalodik az V. réteg
nem detektalhato IBA1 jelolt microgliaiban és GFAP jelolt astrocytaiban.
Illetve, hogy az Ang IV gatlo hatasat sem a TTX-tartalmu, sem a Ca?*-mentes
ACSF nem fiiggesztette fel. Tehat az inhibicid interneuronok kozvetitése

nélkiil, a piramis sejteken kdzvetleniil érvényesiil.
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